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1． 序論 
全ての細胞は細胞膜に囲まれており，細胞とその外部環境
を隔てている．そして，その細胞膜を介して細胞は様々な物
質の輸送を行っている．中でも，膜タンパク質の一種である
膜輸送体タンパク質（トランスポーター）は薬剤の排出にも
関与しており，薬物動態に影響を与えることが知られている．
例えば，抗がん剤を用いたがん治療においては，抗がん剤に
よる治療効果が不十分な例や初回は効果を示しても後に薬
剤耐性となって奏効しない例がある．これは，抗がん剤によ
る治療効果や副作用発現の個人差，がん細胞の耐性獲得に起
因している．抗がん剤の効果は，がん細胞の標的分子に十分
量が作用することで発揮される．しかし，がん細胞の細胞膜
には ATP-binding cassette (ABC)トランスポーターに代表され
る薬剤輸送タンパク質が存在し，抗がん剤を細胞外に排出し
て薬剤の細胞内蓄積を減少させることで耐性に寄与する（1）．
効果が期待できない投薬や副作用を回避し，より有効性の高
い薬物療法を行うには，個々の患者から採取した少量のがん
細胞に対する薬剤の応答性を直接検出できるツールが必要
とされる． 
本研究では，マイクロウェルを用いて，がん細胞がもつ多
剤耐性トランスポーター活性を簡便に直接計測するデバイ
スの確立を目指している．本論文では，マイクロウェルデバ
イスの構造や観察方式を工夫し，膜輸送活性計測に向けた基
礎的な条件検討を行った結果を述べる．  
 
2． マイクロウェルデバイスの概要 
2.1 膜輸送活性計測の基本原理 
 トランスポーター輸送機能の計測システムを構築するに
あたり，細胞膜を介して輸送された物質を微小空間に留める
ことで高感度な検出が可能となる（2）．細胞からの薬剤排出を
直接検出するために，私たちの研究室では，細胞がマイクロ
ウェル（マイクロチャンバーとも呼ばれる）を覆うように接
着させた系を構築した（Fig. 1）（3）．細胞を接着させて形成し
た閉空間内に，トランスポーターを介して排出，蓄積された
薬剤の蛍光強度を計測することで薬剤排出活性を測定する
技術を提案・実証した．このとき，チャンバーは細胞でふた
をされて完全に密閉されているようにしなければならない．
もし，薬剤がウェル内に浸潤してしまうと，トランスポータ
ーを介した排出の検出が困難となる．また，チャンバー内の
薬剤濃度は蛍光輝度により計測するが，細胞内の蛍光薬剤が
チャンバー内からのシグナルの S/N 比に影響を与えること
も課題であった． 
そこで，本研究では，先行研究で提案された縦穴型ウェル
デバイスに加えて，計測のためのイメージングに有利と考え
られる横穴型ウェルデバイスを作製し，2 種類のウェルデバ
イスの比較検討を行った． 
 
2.2 縦穴型マイクロウェルデバイス 
縦穴型マイクロウェルデバイスへの細胞接着の模式図を
Fig. 2(a)に示す．ここでは円筒形マイクロウェルの中心軸が
顕微鏡の光路に並行なものを縦穴型マイクロウェルと呼ぶ．
縦穴型マイクロウェルはアレイ状に配置することが容易で，
1 細胞検査チップ等に広く用いられている．この系ではチッ
プ上面にウェル開口部があるため，細胞を播種する事が容易
である．しかし，Fig. 2(a)に示すように光路に対して細胞と
ウェルが重なる位置関係にあるため，顕微鏡観察の際に検出
の S/N比に影響を与えることが分かっている． 
 
2.3 横穴型マイクロウェルデバイス 
横穴型マイクロウェルへの細胞接着の模式図を Fig. 2(b)に
示す．ここでは，ウェルの深さ方向軸が顕微鏡光路に直交す
 
 
Fig. 2 Conceptual diagram of cell adhesion over the microwell 
device.  (a) Cell adhesion to vertical microwell device. (b) 
Cell adhesion to the horizontal microwell device. 
 
Fig.1 Microwell system for measurement of transporter 
activity. 
(a) 
(b) 
るものを横穴型マイクロウェルと呼ぶ．具体的には，断面が
矩形の流路の側壁にウェルを設け，顕微鏡観察時にウェルと
細胞が重なり合わないように設計した．また，細胞を横から
観察することで，膜輸送活性計測だけでなく，細胞膜の変形
など細胞接着面に対して垂直方向の構造や運動に関与する
種々の現象の観察にも適用できる．しかし，流路の側壁に接
着細胞を培養した例は少なく，デバイス内での細胞培養方法
を確立する必要がある． 
 
3． 実験 
3.1 マイクロウェルデバイスの作製 
 まず，フォトリソグラフィにより，シリコンウエハ上に光
硬化性樹脂 SU-8 を用いてマイクロ構造を作製した．次に，
これを鋳型として PDMS（シリコーンゴム）に構造を転写す
ることで，PDMS製マイクロウェルデバイスを作製した．縦
穴型マイクロウェルデバイスは，ウェル部分の高さが 30 μm，
直径が 5 μm，7 μm，10 μm，15 μmの 4種類の円柱構造の鋳
型を作製し，PDMSに構造を転写させ，デバイスを作製した．
横穴型マイクロウェルデバイスでは，最初にウェル部分の高
さを 10 μm（幅 10 μmまたは 15 μm，奥行 30 μm），で作製し，
その後，流路部分の高さが 50 μmになるように二層の構造の
鋳型を作製した．加えて，流路部分のみの構造の鋳型も別途
作製し，PDMSに転写したそれぞれの構造をもつ PDMSシー
トを互いの流路部分が重るように位置合わせして貼り合わ
せた．Fig. 3と Fig. 4に，実験に用いたそれぞれのマイクロ
ウェルデバイスの構造と寸法を示した． 
 
3.2 細胞の培養と試薬 
 本研究では，接着細胞のモデルとして HeLa 細胞（ヒト子
宮頸がん細胞；JCRB細胞バンク）を用いた．HeLa細胞は培
養皿上で培養したものにトリプシン処理を行い，剥離させた
後にバッファを添加して細胞濃度を調製した．この細胞懸濁
液を，あらかじめ細胞接着の足場となるタンパク質（Human 
Fibronectin, 50 μg/mL）で処理したデバイスに導入し，接着を
促した．細胞の濃度は，播種後にコンフルエントな接着状態
となり，ウェル部分が覆われるように調整した． 
ウェルの密閉性の確認には，蛍光標識した高分子である蛍
光デキストラン（Cascade blue-conjugated dextran，分子量：3 
kDa または 10 kDa）およびカルセイン（分子量：623 Da）を
細胞懸濁液に混合し，終濃度が 4 μMになるように調製した
ものを使用した． 
 トランスポーターの輸送機能の計測には，GFP を融合させ
た MDR1 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー （ OriGene ） を
Lipofectamine®2000（Invitrogen）により遺伝子導入させ，
ATP-binding Cassette sub-family B member 1 （GFP-tagged 
MDR1）を過剰発現させた HeLa 細胞を用いた．これにより，
MDR1を発現した細胞を，GFP の緑色蛍光によって同定でき
る．  
 輸送機能を経時観察するために，蛍光標識薬剤として抗が
ん剤である BODIPY ® 564/570 で蛍光標識された Paclitaxel
（分子量：1099 Da；Invitrogen, P7501）を 0.5 μMに調製した
ものを用いた． 
 
3.3 実験手順 
 膜輸送活性計測実験の基本手順を以下に述べる（Fig. 5）．
まず，マイクロウェル内に気泡が発生しないようにデバイス
を 10分間脱気した後に，細胞懸濁液を播種した（1）．次に，
細胞を接着させるためにインキュベーター内で 37 ℃でイン
キュベーションした．この時，細胞が重力により沈降し，ウ
 
Fig. 3 Overview of the PDMS device with vertical micro-wells. 
 
Fig. 4 Overview and actual dimensions of the PDMS device 
with horizontal micro-wells. 
 
Fig. 5 Experimental procedure. (1) Suspended cells in dextran 
solution are seeded on the microwell device. (2) Cells adhere to 
form a confluent layer over the microwells. (3) Buffer above 
the cells is washed and the sealing of wells was confirmed by 
fluorescent imaging. (4) Drug is introduced, and incorporated 
into cells during incubation. (5) After the second washing, the 
drug transported into microwells is measured by fluorescent 
imaging. 
ェル上部を覆うように広がって接着する．横穴型ウェルデバ
イスにおいてはウェルが下側に来るようにデバイスを垂直
に立ててインキュベーションを行った．この手順により細胞
が流路の側壁に向かって沈降し接着する（4）（2）．バッファを
洗浄後，顕微鏡観察によりウェルと細胞の接着および密閉性
を確認した（3）．その後，トランスポーター活性計測を行う
ために蛍光標識薬剤をデバイス内のバッファに加え，10分間
インキュベーションして細胞内に取り込ませた（4）．余分な
薬剤を洗浄後，トランスポーターを介した抗がん剤のウェル
内への排出を，経時的に顕微鏡観察した（5）．  
 
4． 実験結果・考察 
4.1 細胞接着の観察 
まず，マイクロウェル上に HeLa 細胞を接着させ，その形
態を調べた．縦穴型マイクロウェルデバイスと横穴型マイク
ロウェルデバイスのそれぞれに細胞を接着させた際の顕微
鏡像を Fig. 6に示す．どちらのデバイスにおいてもコンフル
エントな細胞接着を確認できる． 
縦穴型ウェルデバイスでは，細胞濃度を 3.0×105 cells/mL
に調整した懸濁液を導入し，約 1.5 h インキュベーションし
た後にコンフルエントな細胞接着を確認した(3)．この時，細
胞は培養皿上と同様に広がって平坦な形態で接着していた
（Fig. 6(a)）．また，ウェルの直径が 5 μm や 7 μm では細胞
のウェル内への侵入が確認できなかったが，直径が大きくな
るにつれてウェル側壁に沿うようにしてウェル内部へ侵入
する細胞も見られた． 
横穴型ウェルデバイスでは，細胞濃度 1.2×106 cells/mL 以
上の場合にコンフルエントな細胞接着を確認することがで
き，縦穴型ウェルデバイスと比較して細胞濃度を濃くする必
要があった．細胞懸濁液を導入する容積が小さいので接着面
積当たりの細胞数が少なくなり，さらに，流路幅が狭く奥行
が広いため流路側面に接着してしまい，底面まで落ちる細胞
数が減少することが理由として考えられた． 
また，横穴型ウェルデバイスでは，主流路内で明瞭な細胞
の垂直断面画像を取得することに成功した．（Fig. 6(b)）．こ
こで，平坦に広がって接着している細胞もあったが，縦穴型
ウェルデバイスと比較して球状の形態を保ったまま沈降し
ている細胞が多かった．原因は現時点では不明であるが，開
放系ではない，狭い閉鎖系では細胞の接着の活性が落ちるこ
とが予想される． 
さらに，横穴型ウェルデバイスが細胞の形態変化の観察に
適しているかを調べるために，細胞接着後にエタノールによ
り刺激を与えた(Fig. 7)．細胞膜は 5 μg/mLの DiI により染色
している．その結果，ウェル内に押し出された細胞膜を明瞭
に観察することができた． 
 
4.2 密閉性の確認 
膜輸送を正確に計測するためにはウェル内に蓄積されて
いく薬剤が漏出しない，または，漏出よりも流入の方が大き
いことが重要であるため，ウェルの開口部上に接着した細胞
による密閉性の確認をした．手順（3）の後，ウェル内に残
留した蛍光高分子（デキストラン）を経時画像観察した．蛍
光強度の定量は画像解析ソフト（ImageJ）により行った． 
細胞懸濁液を洗浄する前は，縦穴型および横穴型いずれの
ウェルデバイスにおいても，ウェル内の蛍光強度は均一に分
布していた．一方，洗浄後には蛍光強度が下がり，蛍光高分
子が全く残留していないウェルも多く確認された．10 kDa
の蛍光高分子を封入した場合には，ウェル開口部直径が 10 
μm の縦穴型ウェルデバイスでは約 25 ％，ウェル開口部が
10 μm×10 μm の横穴型ウェルデバイスでは約 6 ％程度の残
留率であった．横穴型ウェルデバイスで残留率が少ないのは，
ウェル開口部上の接着が強固ではないことが理由として考
えられる．しかし，どちらのデバイスにおいてもウェル開口
部上に密着している場合には，少なくとも，30 分以上はバ
ックグラウンドの蛍光強度以上に保たれていた（Fig. 8）．し
かし，カルセイン（623 Da）の密閉は確認できなかった．こ
れは封入される蛍光分子の分子量が小さいほど漏出する速
度が速く，分子量が大きいほど漏出しにくいことが理由とし
て考えられる．  
 
4.3 トランスポーター輸送活性計測 
手順（5）の後，HeLa 細胞に過剰発現させた MDR1の輸送
活性の測定を行った． Fig. 9 にそれぞれのデバイスに MDR1
発現細胞を接着させた際の画像(A)とウェル内の Paclitaxelの
蛍光強度の経時変化(B)を示した． 
縦穴型ウェルデバイスと横穴型ウェルデバイスの両方に
おいて，MDR1が発現した細胞によって充分に密閉されたウ
ェルにおいては，蛍光強度が上昇し，ウェル内の Paclitaxel
の蛍光強度が上昇していることが確認された．対照的に，細
胞に覆われていないウェルや細胞に覆われていても MDR1
の発現量が少ない場合には，蛍光強度の上昇が見られなかっ
た（Fig. 9グラフ内破線）． 
 
Fig. 6 Comparison of the two different microwell architecture. 
Scale bar: 50 μm (a)Phase-contrast image of HeLa cell 
incubated over the vertical microwell device. (b) Image of the 
cell incubated over the horizontal microwell device. Note that 
the same inverted microscope setup was used for imaging. 
 
Fig.7 Extrusion of the plasma membrane stimulated by ethanol 
exposure. Membrane deformation of the adherent cells can be 
visualized from the direction horizontal to the culture plane. 
横穴型ウェルデバイスの場合には，非密閉なウェルへの薬
剤の浸潤がまれに見られることがあった．これは，流路の容
積が小さいのでウェル内の十分な薬剤の洗浄がされていな
いことに起因して生じたと考えられる．  
 
5． 結論 
 本研究では，先行研究で提案された縦穴型ウェルデバイス
に加えて，計測のためのイメージングに有利と考えられる横
穴型ウェルデバイスを作製し，両者の比較検討をした．まず，
マイクロウェル開口部への細胞接着においては，播種した細
胞は横穴型ウェルデバイスにおいても，1.5 hのインキュベー
ションで細胞がウェルを覆うようにコンフルエントに接着
することを確認した．しかし，横穴型ウェルデバイスにおい
ては，閉空間を形成する割合が低かった．これは，流路内の
狭い空間で細胞を培養することで細胞接着活性が下がった
ためだと予想され，よりタイトな接着を促すためのデバイス
上の工夫が求められる．最後に，どちらのデバイスにおいて
も抗がん剤の膜輸送活性の計測に成功し，本手法の有効性を
確認できた． 
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Fig. 8 Sealing test. Fluorescence-conjugated dextran (10kDa) 
was enclosed in the microwell. Time course of the fluorescence 
intensity from dextran (10kDa) in some microwells.  
(a) Vertical microwell device 
 
 
(b) Horizontal microwell device 
 
 
 
Fig.9 Transport experiment of fluorescence-labelled drug 
(paclitaxel) with the MDR1-expressed cells. Scale bar: 50 μm 
A 
B 
A 
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